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Der schnelle und sensitive Nachweis von Pathogenen/Biomarkern ist essentiell für die Diagnostik 
von Krankheiten. Biomarker sind Moleküle oder Erreger, deren Präsenz/Quantität ein Indikator 
für den Ausbruch einer Krankheit ist. Mithilfe integrierter Nachweissysteme – der Biosensoren – 
können solche Moleküle nachgewiesen werden. Nach einer IUPAC-Definition ist ein Biosensor, im 
Unterschied zu biotischen Sensoren oder Biotests, ein in sich geschlossenes integriertes System, 
das eine spezifische quantitative oder halb-quantitative analytische Information liefert, und das 
aus Biorezeptor (biologisches Erkennungselement) und Transducer (Signalwandler) besteht, die 
sich in direktem räumlichen Kontakt befinden (Abbildung 1).1,2 Biorezeptoren ermöglichen die 
spezifische Bindung des Analyten, um ein durch den Transducer messbares Signal zu erzeugen. Je 




• und piezoelektrische Biosensoren. 
 
Abbildung 1│Komponenten eines Biosensors Ein Biosensor ist ein in sich geschlossenes System und 
besteht aus Transducer (Signalwandler) und Rezeptor (biologisches Erkennungselement), um einen Ana-
lyten spezifisch nachzuweisen. Das Bindungsereignis wird vom Transducer in ein messbares Signal umge-
wandelt.3 
Optische Biosensoren haben sich in den letzten Jahrzehnten als mögliche innovative Lösung für 
die Krankheitsdiagnostik und Nachsorge herausgestellt. Optische Biosensoren sind Systeme, die 
unterschiedliche lichtbasierte Phänomene erfassen und so die schnelle Erkennung und Quantifi-
zierung von (klinischen) Biomarkern ermöglichen.  
Die plasmonischen Sensoren sind dabei wahrscheinlich die bekanntesten und die am weitesten 
verbreiteten Systeme. Der Oberflächenplasmonenresonanz-Biosensor (SPR, surface plasmon re-
sonance) gilt als Meilenstein in der Bioanalytik. Seit der Einführung des SPR-Biosensorprinzips 
vor mehr als drei Jahrzehnten4 wurden diese optischen Biosensoren für die Untersuchung jegli-
cher Art von biomolekularen Wechselwirkungen kommerzialisiert. SPR-Geräte sind jedoch un-
handlich, kostenintensiv und Hochdurchsatzverfahren sind limitiert. 
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Für den Fall von lokalisierten SPR (LSPR, localized surface plasmon resonance) interagiert Licht 
mit plasmonischen Nanopartikeln statt mit Goldfilmen. In der Sensorik werden plasmonische Na-
nopartikel verwendet, die viel kleiner als die einfallende Wellenlänge sind. Durch ihre große Sen-
soroberfläche bei kleiner Sensorfläche und den einfachen Aufbau haben sie großes Anwendungs-
potential. Diese Biosensor-Plattformen können einige der Herausforderungen bewältigen, mit de-
nen die konventionelle Diagnostik konfrontiert ist – markierungsfreie, parallele Assays mit sofor-
tigen Ergebnissen und der Einsatz möglichst kleiner und benutzerfreundlicher Analysegeräte.  
Bei der DNA-Nanotechnologie werden künstliche Nukleinsäurestrukturen für technologische 
Zwecke entworfen und hergestellt. In diesem Gebiet werden Nukleinsäuren als nichtbiologische 
Konstruktionsmaterialien denn als Träger genetischer Information in lebenden Zellen verwendet. 
In dieser Arbeit verschmelzen die festkörperorientierte und die biologisch inspirierte Nanotech-
nologie miteinander. Hier wird die LSPR-basierte Biosensorik mit DNA-Überstrukturen kombi-
niert, um die typischen geringen Empfindlichkeiten dieser Sensoren zu verbessern. 
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1.1 Optische Eigenschaften plasmonischer Nanopartikel und ihre Anwendung 
In Edelmetallnanopartikeln können einzigartige optische Eigenschaften beobachtet werden, die 
in makroskopischen Skalen desselben Materials nicht zu finden sind. Ein bekanntes Beispiel ist 
am Lycurgus-Becher zu beobachten5 : Der Becher erscheint bei reflektierenden Lichtverhältnis-
sen grünlich grau, während er rot erscheint, wenn Licht von der Innenseite des Bechers durch-
scheint. Der dichroitische Effekt wird beobachtet, da das Glas mit winzigen Anteilen an kolloidalen 
Gold- und Silbernanopartikeln bei der Herstellung dispergiert wurde. Dieser Effekt beruht auf der 
spezifischen Wechselwirkung der Nanopartikel mit Licht. 
Hierbei werden kollektive Oszillationen der Leitungsbandelektronen induziert, die als Plasmonen 
bezeichnet werden. Sie sind abhängig von Größe, Form und Material des Partikels sowie vom Bre-
chungsindex des umgebenden Mediums.6 Im Jahr 1908 stellte Gustav Mie eine Theorie vor, in der 
die Extinktionsspektren beschrieben wurden, die sich aus den kombinierten Einflüssen von Streu-
ungs- und Absorptionseffekten sphärischer Partikel unterschiedlicher Größe zusammensetzten.7 
In dem eingeschränkten Fall, dass die Partikel viel kleiner als die Wellenlänge des einfallenden 
Lichts sind, kann die Theorie durch eine Näherung (Rayleigh-Streuung) vereinfacht werden. Es 
wird ein Dipolmoment induziert, dessen Amplitude abhängig von der Polarisierbarkeit des Nano-
partikelmaterials ist. Gold- und Silbernanopartikel stehen dabei im Fokus der Forschung, da deren 
Resonanz im sichtbaren Frequenzbereich liegt.8–12 
Frequenzen der stärksten Wechselwirkung mit der einfallenden Welle werden als lokalisierte 
Oberflächenplasmonenresonanz (LSPR, localized surface plasmon resonance) bezeichnet (Abbil-
dung 2). Die Position der LSPR-Bande ist durch die Position des lokalen Maximums (λmax) defi-
niert. Dabei können die LSPR-Banden im Bereich des sichtbaren Lichts liegen, was zu ihrer cha-
rakteristischen Farbe und damit beispielsweise zu ihrer Wirkung im Lycurgus-Becher führt.  
Die höchste elektrische Feldstärke eines einzelnen Nanopartikels ist auf seine Oberfläche be-




Abbildung 2│Schema der lokalisierten Oberflächenplasmonenresonanz Darstellung einer Plasmone-
noszillation (Elektrisches Feld E in Abhängigkeit der Lichtwelle x) für eine Kugel sowie der Verschiebung 
der Ladungsträgerwolke der Elektronen e- relativ zum Kern und rechts die resultierende Resonanz (Inten-
























Nanopartikel sind sensitiv gegenüber Änderungen des Brechungsindex des umgebenden Medi-
ums. Diese Brechungsindexänderung in der Partikelumgebung kann beispielsweise durch Anbin-
dung von Biomolekülen hervorgerufen werden. Dadurch ist es möglich, diese Moleküle über die 
spektrale Verschiebung der Plasmonenresonanz an Einzelpartikeln, Partikelmonolagen und in 
Lösung (Kolorimetrie) zu detektieren (refractive index sensing). Daher werden Nanopartikel ak-
tuell intensiv für den Einsatz als chemische13 und biologische Sensoren13,14 erforscht. In diesem 
Zusammenhang werden Einsatzmöglichkeiten für die Detektion von Proteinen15–17, Antikörpern18 
und DNA-Molekülen erforscht19–21.  
Die Selektivität wird hierbei durch die Funktionalisierung der Nanopartikeloberfläche mit einem 
Biorezeptor erreicht, an welchen das zu detektierende Molekül (Analyt/Target) spezifisch binden 
kann. Die Abbildung 3 veranschaulicht den LSPR-basierten DNA-Nachweis.  
Diese LSPR-basierten Biosensoren bieten das Potential zur markierungsfreien und parallelen De-
tektion. Jedoch leiden sie an geringen Sensitivitäten. Plasmonische Nanostrukturen können nicht-
elastische optische Effekte auf Moleküle oder Quantenobjekte durch lokale Feldverstärkung erhö-
hen. Außergewöhnlich hohe elektromagnetische Felder können zwischen zwei benachbarten Na-
nopartikeln entstehen. Diese Felderhöhungen beru-
hen auf resonanten Wechselwirkungen aller invol-
vierten Ladungsträger der gesamten Geometrie. So 
bilden sich unter anderem große elektrische Dipole 
über der Lücke zwischen den Partikeln, wodurch ver-
stärkte lokale Felder entstehen, die auch als "hot 
spots" bezeichnet werden. Die beschriebenen Effekte 
sind dabei stark abhängig vom Abstand der Partikel 
zueinander, welcher kleiner als die LSPR-Eindring-
tiefe sein muss und im Bereich weniger Nanometer 
liegt, um diese Kopplungseffekte der optischen Nah-
felder zu ermöglichen. Die Eindringtiefe ist dabei definiert als der Abstand von der dielektrischen 
Oberfläche, bei dem die Leistung auf 1/e von ihrem Wert an der Oberfläche abfällt. Abbildung 4 
∆max 
+ 
Abbildung 3│Schema des LSPR-basierten DNA-Nachweis am Nanopartikel Der Biosensor (Biorezeptor 
+ Transducer) weist den Analyt/Target durch Resonanzverschiebung nach. 
 
Abbildung 4│Feldverstärkung für ein Na-
nopartikel-Dimer Simulierte Intensitätser-
höhung (logarithmische Skala) bei einem Ab-
stand von 6 nm.22 
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zeigt die Feldverstärkung für ein Nanopartikel-Dimer mit einem Abstand von 6 nm.22 Das senso-
rische Prinzip der Resonanzkopplung basiert auf diesem Effekt. Jeder Analyt, der diesen „hot spot“ 
durchläuft, unterliegt den verstärkten elektrischen Feldern, die für Anwendungen in der markie-
rungsfreien Sensorik, metallverstärkten Fluoreszenz und Spektroskopie genutzt werden kön-
nen.23–25 Die DNA-Nanotechnologie ermöglicht eine derartige gerichtete Kopplung der Nanopar-
tikel.26 Jede Sequenz ist bekannt und so können Modifikationen an genau definierten Positionen 
angebracht werden, um die Nanopartikel präzise an einem DNA-Gerüst anzubinden und die Re-
sonanzen zu koppeln. Die meisten dieser Nanopartikel-dekorierten DNA-Gerüste wurden mit 
sphärischen Goldnanopartikeln realisiert.27,28 Besonders interessant sind jedoch Designs mit 
formanisotropen Nanopartikeln, da elektrische Felder an scharfen Kanten, z. B. bei Würfeln und 
Stäbchen, signifikant verstärkt werden. Diese Geometrie ermöglicht eine maximale Amplitude der 
Elektronenwolkenoszillation.29–31  
Bei der Biofunktionalisierung von Nanopartikeln spielen oberflächenstabilisierende Liganden 
eine entscheidende Rolle. Sie können schon während der Keimbildung und des Wachstums der 
Nanopartikeln involviert sein (Oberflächenpassivierung während der Synthese) oder sie können 
nachträglich hinzugefügt werden, um Liganden an der Oberfläche der Nanopartikel auszutau-
schen.32 Die Oberflächenliganden bestimmen nicht nur Größe und Form der Partikel, sie stabili-
sieren auch gegen Aggregation und verringern die Reaktivität der Oberflächenatome. Folglich be-
einflussen die Liganden die Oberflächenladung des Partikels und die Wechselwirkungen zwischen 
Ligand und Reaktand.32 Hierbei führen unterschiedliche Liganden durch zwei Mechanismen zu 
unterschiedlichen Partikelformen: Beeinflussung der Reduktionskinetik der verwendeten Metall-
prekursoren bei der Nanokristallsynthese33 oder der Wirkung als Facettenblocker, indem sie be-
stimmte kristallographische Ebenen selektiv passivieren und so ein gerichtetes, formanisotropes 
Wachstum induzieren34. Dieser Prozess erschwert oft eine weitere Funktionalisierung des Parti-
kels. Folgende Verfahren wurden entwickelt, um dieses Problem zu adressieren: Ligandenaus-
tauschreaktionen, Konjugation einer funktionellen Gruppe an den bereits angebundenen Ligan-
den und elektrostatische Interaktion zwischen Ligand und Reaktand.35
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1.2 DNA und das Potential zur Selbstorganisation 
In der Natur ist Desoxyribonukleinsäure (DNA, deoxyribonucleic acid) ein hoch komprimierter 
Speicher für genetische Informationen, der den Bauplan eines ganzen Organismus kodiert. 1953 
wurde die räumliche Struktur der DNA zeitgleich von 
Rosalind Franklin und James Watson/Francis Crick ent-
deckt. Die DNA ist eine Doppelhelix zweier antiparalle-
ler Polynukleotid-Stränge.36 Die rechtsgängige Doppel-
helix der B-DNA (die häufigste Form, Abbildung 5A/B) 
wurde mit 2 nm Durchmesser bestimmt und weist eine 
helikale Verdrehung von etwa 10,5 Nukleotiden (nt) pro 
Windung auf, mit einem Nukleotidabstand von 0,34 nm.  
Strategien zur molekularen Selbstorganisation beinhal-
ten die Bildung von Objekten und Materialien im Nano-
meterbereich ohne wesentliche externe Kontrolle. Die 
strukturelle DNA-Nanotechnologie nutzt die Selbstorga-
nisation und die damit einhergehenden einzigartigen Ei-
genschaften von DNA, einschließlich ihrer geringen 
Größe. Für viele Anwendungen ist DNA aufgrund ihrer spezifischen und gut verstandenen Basen-
paar-Wechselwirkungen die erste Wahl für die programmierbare Konstruktion supramolekularer 
Materialien. Die sequenzabhängige DNA-Hybridisierung wird zu Konstruktionszwecken genutzt, 
wobei DNA-Stränge das Baumaterial sind und die Nukleobasen als programmierbarer „Klebstoff“ 
verstanden werden können. Eine der einfachsten Montageeinheiten ist die Holliday-Junction (Ab-
bildung 5C), ein in der Natur gefundenes Motiv mit zwei sich kreuzenden Doppelhelices. Ned See-
man entwickelte 1982 die Vision, zahlreiche Holliday-Verbindungen durch Sticky-End-Hybridisie-
rung (Hybridisierung mit klebrigen Enden) zu periodischen Nukleinsäure-Netzwerken zu verbin-
den und als programmierbare, 2D-kristalline Gerüste für die Proteinbindung in der Kristallogra-
phie zu verwenden.37 Einige Jahre später demonstrierte seine Gruppe, mithilfe des Prinzips der 
miteinander verbundenen DNA-Verzweigungen, die Konstruktion eines künstliches DNA-Nano-
objekts – ein Würfel mit Doppelhelices als Kanten.38 Durch die Einführung zweier Kreuzungen 
zwischen antiparallelen DNA-Helices wurden steifere Einheiten (sogenannte DX-Moleküle) er-
reicht, die größere Netzwerke bilden könnten. 
A B 
C 
Abbildung 5│Struktur der DNA Die 
rechtsgängige Doppelhelix (A), die Basen-
paarung durch zwei Wasserstoffbrücken-
bindungen zwischen Adenin und Thymin 





In der Nanotechnologie existieren zwei Grundprinzipien zur Herstellung von Nanostrukturen. Der 
Top-Down-Ansatz umfasst die Zerkleinerung eines Grundmaterials, um Partikel in Nanogröße zu 
erhalten (Methodik der Mikrosystemtechnik z.B. Photolithographie). Im Gegensatz dazu steht der 
Bottom-Up-Ansatz für den Aufbau eines Materials von unten: Atom für Atom, Molekül für Molekül 
oder Cluster für Cluster (physikalisch-chemische Prinzipien der molekularen/atomaren Selbstas-
semblierung und Selbstorganisation werden ausgenutzt). 
In seiner bahnbrechenden Veröffentlichung aus dem Jahr 2006 zeigte Paul Rothemund, wie sich 
die Ausbeute großer und komplexer DNA-Strukturen mithilfe einer Technik verbessern lässt, die 
er als DNA-Origami bezeichnet.39 DNA-Origami bestehen aus einem großen Satz von synthetisch 
hergestellten Oligonukleotiden (je ca. 32 nt, staple strands) und einem relativ langen, natürlichen, 
einsträngigen und zirkulären DNA-Moleküls (scaffold strand, meist Genom des M13mp18-Virus). 
Durch Hybridisierung der staple strands an definierten Positionen mit dem scaffold strand wird 
das DNA-Origami gefaltet (Abbil-
dung 6). Die Form der resultie-
renden Struktur wird durch die 
Klammerfolgen definiert und 
durch die vielen Überkreuzun-
gen zwischen staple strands und 
scaffold strand zusammengehal-
ten. Der Abstand zwischen den 
benachbarten Kreuzungen ent-
lang jeder Helix beträgt 1,5 He-
lixwindungen (16 Basenpaare), wodurch einer der Stränge kontinuierlich durch jede benachbarte 
Helix geführt werden kann und als Gerüst dient.39 Eine Schlüsseleigenschaft von DNA-Origami und 
anderen DNA-Nanostrukturen besteht darin, dass die Position jedes Nukleotids durch die Input-
DNA-Sequenz definiert, somit bekannt und modifizierbar ist. Durch das Anbringen unterschiedli-
cher Modifikationen (Thiole, Biotin, Aldehyde, Amine, Fluoreszenzfarbstoffe, etc.) an definierten 
Positionen des DNA-Origami-Gerüsts wird die Selbstorganisation von noch komplexeren Nano-
strukturen ermöglicht. Darüber hinaus können staple strands so verlängert werden, dass einzel-
strängige Überhänge definierter Sequenz aus dem DNA-Origami herausragen. Diese Fangstränge 
können als Anknüpfungspunkte für Nanokomponenten verwendet werden, die DNA-Einzel-
stränge einer komplementären Sequenz tragen. Das benutzerdefinierte Strukturdesign mit Plat-
zierung von anderen Nicht-DNA Objekten an definierten Positionen machen DNA-Origami zu ei-
nem vielseitigen Werkzeugkasten mit unzähligen Anwendungen. DNA-Origami half unter ande-
rem dabei, Lipidmembrankanäle, Nanotransporter für die Medikamentenabgabe, Nanodrähte, 
+ 
scaffold strand (7249 nt) 
staple strands (32 nt) 
~ 127 nm 
Abbildung 6│DNA-Origami Schema Unter Zugabe von Magnesium 
und Anwendung eines Temperaturgradienten, wird der scaffold 
strand mithilfe der staple strands in die gewünschte Form (hier Drei-
ecke) gefaltet.  
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Nanosensoren, enzymatische Nanoreaktoren, und funktionelle Gerüste für grundlegende biophy-
sikalische Untersuchungen zu schaffen.26,40 
DNA-Origami kann in variierender Größe und Form hergestellt werden. Im ersten Bericht über 
DNA-Origami von Paul Rothemund aus dem Jahr 2006 wurden planare, verschieden geformte, 
zweidimensionale (2D) Objekte mit Längenskalen um 100 nm konstruiert. Die Strukturen reich-
ten von einfachen rechteckigen über drei- und fünfzackige Sternformen bis hin zu komplexen 
Smiley-Flächen. Topologisch gesehen enthielten diese 2D-DNA-Origamis DNA-Doppelhelices, die 
innerhalb einer 2D-Ebene durch crossover gebündelt waren, wobei sich DNA-Stränge zwischen 
benachbarten DNA-Helices kreuzten. Einfache 3D-Hohlbehälter – ein Tetraeder41 und ein Wür-
fel42 – wurden 2009 durch die Faltung von planaren 2D-DNA-Origamis konstruiert. Ein Meilen-
stein bei der Konstruktion von 3D-DNA-Origami-Strukturen wurde 2009 von Shih und seinen Mit-
arbeitern eingeführt, als sie DNA-Helices zu einem Wabengitter bündelten, um feste 3D-Objekte 
zu konstruieren.43 Eine Methode zur Größenerweiterung von DNA-Origami ist die Verwendung 
längerer Gerüst-DNA, wie mehrere Veröffentlichungen zeigen.44,45 Demgegenüber steht der hie-
rarchische Zusammenbau einzelner DNA-Origami zu einem größeren Konstrukt. Zahlreiche die-
ser DNA-Origami-Superstrukturen wurden bereits realisiert – ein Strandball aus Drahtgitter oder 
Zahnräder mit quadratischen Zähnen46, verschiedene Polyeder mit einer Kantenlänge von 
100 nm47 und mikrometergroße ein- und zweisträngige Fäden und Gitter sowie rekonfigurierbare 
Vorrichtungen, einschließlich eines Aktuators, eines schaltbaren Getriebes, eines entfaltbaren Na-
nobuchs und eines Nanoroboters48. 
Um DNA-Origami für unterschiedliche Anwendungen nutzen zu können, muss eine Integration in 
Netzwerke realisiert werden. Insbesondere für Nanokonstruktion ist die präzise Integration und 
Positionierung dieser DNA-Nanostrukturen von großem Interesse, da hierdurch eine nanoskalige 
Plattform geschaffen werden kann. Dies erfordert ein kontrollierbares Einbetten der Strukturen 
in bestimmten Bereichen eines ausgewählten Substrats. Verschiedene Techniken, wie die litho-
graphische Strukturierung (teilweise kombiniert mit chemisch unterstützter Immobilisierung)49–
53, das dielektrophoretische Einfangen54,55 und die Integration in Nanoporen durch ein elektri-
sches Feld56,57, wurden hierfür erforscht. Diese Integrationstechniken sind in Bezug auf Kosten 
und/oder Durchsatz begrenzt und basieren auf dem Top-Down-Ansatz. Daher stießen Selbstorga-
nisationsansätze zur Erzeugung von Gittern und Mustern mittels planarer DNA-Origami auf zu-
nehmendes Interesse. Sie können als Steckbretter im Nanomaßstab genutzt werden und eignen 
sich besonders zur Nanofunktionalisierung von Grenzflächen. 
Ein 2D-Kristallgitter auf dieser Basis wurde von Liu et al. demonstriert, die sticky ends zur Ligation 
der DNA-Origami untereinander nutzten.58 Lipid-basierte Arrays lassen sich präzise mittels Top-
Down-Methoden herstellen und bildeten die Basis, um DNA-Origami gerichtet anzulagern.59–61 
Woo et al. verwendeten ionenbasierte Wechselwirkungen, um ein Schachbrett aus rechteckigen 
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DNA-Origami ohne Überhang (blunt ends) auf Glimmer zu erzeugen, indem eine Remobilisierung 
durch Zugabe von 700 mM Natriumchlorid (NaCl) induziert wurde, bevor die Mobilität durch Zu-
gabe von Ni2+ gestoppt wurde.62 Die Adsorption von DNA-Nanostrukturen wird typischerweise 
durch Mg2+-Ionen vermittelt, die als Salzbrücke zwischen Glimmer und DNA wirken. Glimmer 
(Muscovite Mica) ist ein Schichtsilikat und zeichnet sich durch atomar flache und chemisch inerte 
Oberflächen aus, die durch eine perfekte Spaltung parallel zu den {001}-Ebenen erzeugt werden. 
Glimmer ist als Substrat in Bereichen wie der Rasterkraftmikroskopie, der Biotechnologie und der 
Materialwissenschaft weit verbreitet, da er sich durch seine kristallin-flache Oberfläche für die 
Abscheidung von biologischen Materialien, dünnen Metallfilmen oder geordneten Molekular-
schichten eignet.63 Diese Wechselwirkung kann durch Zugabe einwertiger Kationen wie Na+ abge-
schwächt werden, indem Mg2+ teilweise ersetzt und so eine diffuse Ladungsschicht gebildet 
wird.64 Folglich werden die DNA-Origami mobil und bilden Gitter. Rafat et al. untersuchten die 
Wirkung von Na+ als Ergänzung des Faltungspuffers mit nicht wechselwirkenden DNA-Origami, 
um eine Selbstorganisation an der Oberfläche zu induzieren, die zu großräumigen Gittern führt.65 
Kielar et al. untersuchten die Entwicklung von 2D-DNA-Origami-Gittern auf Glimmer mithilfe von 
In-situ-Hochgeschwindigkeits-Rasterkraftmikroskopie und beobachteten dabei eine Abhängig-
keit der Gitterordnung von der Na+-Konzentration und Reaktionszeit.66 Solche geordneten DNA-
Origami-Arrays unterteilen den Raum in verschiedene periodische Domänen, in die eine Vielzahl 
von nanoskaligen Objekten integriert und schließlich als Nanosensor für die Nanoelektronik/Na-
nosensorik und die Übertragung von Strukturen in der Lithographie verwendet werden kön-
nen.51,67–70 
Ein Übersichtsartikel von Ned Seeman und Chad Mirkin aus dem Jahr 2015 beschreibt die syner-
getische Koevolution der Bereiche der DNA-Nanotechnologie und DNA-konjugierter Goldnano-
partikel.71 DNA-konjugierte Goldnanopartikel wurden von Chad Mirkin und Paul Alivisatos als viel-
seitig einsetzbare Werkzeuge in der DNA-Analytik eingeführt.72,73 Die Bindung der DNA an die 
Goldnanopartikel erfolgte über thiolmodifizierte DNA-Einzelstränge.74 Später folgten analog Sil-
bernanopartikel.75,76 Die Bindung von DNA an Nanopartikel erfolgt auch unspezifisch, denn die 
Nukleobasen weisen eine Affinität zu den Edelmetallen auf. So adsorbiert selbst unmodifizierte 
DNA über die Basen mit der Adsorptionsenergie in absteigender Reihenfolge Adenin, Cytosin, Gu-
anin, Thymin und Phosphat stark an einer Goldoberfläche.77,78 Etablierte Techniken für die Kon-
jugation von Nanopartikeln mit DNA sind: salt aging79, Tensid-gestützte Funktionalisierung80, pH-
assistierte Funktionalisierung81 und depletion stabilization82. 
DNA-konjugierte Nanopartikel können nun an definierten Positionen des DNA-Origami durch 
komplementäre Fangstränge platziert werden. Die Organisation von Nanopartikeln auf dem DNA-
Origami innerhalb der gegebenen Strukturauflösung von 5,4 nm (16 Basenpaare)39 ermöglicht die 
Steuerung des plasmonischen Verhaltens dieser DNA-Origami-Nanopartikel-Komplexe. Bisher 
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wurden die meisten Designs mit sphärischen Goldnanopartikeln realisiert.26–28 Besonders inte-
ressant sind jedoch Designs mit formanisotropen Nanopartikeln, da elektrische Felder an schar-
fen Kanten, z. B. bei Würfeln und Stäbchen, signifikant verstärkt werden. Folgende DNA-Origami-
Designs mit formanisotropen Partikeln/Partikeldimeren wurden untersucht: helikale Überstruk-
turen aus Goldnanostäben mit konstruierter Chiralität83, Nanobowties aus Goldprismen84, Nanos-
tern-Baugruppen85 und Goldnanostab-Dimere in definierten Winkeln86 und Abständen87. Der Syn-
thesepuffer des DNA-Origami mit hoher Ionenstärke von 10-12 mM MgCl2 ist eine anspruchsvolle 
Umgebung für DNA-konjugierte Nanopartikel aufgrund der durch die Ionen induzierten Abschir-
mung der Ladungen. Nur hohe Belegungsdichten mit DNA können die erforderliche elektrostati-
sche Abstoßung sicherstellen, um Partikelaggregation durch Magnesiumchlorid zu verhindern. 
Speziell für formanisotrope Nanopartikel, welche oft mit Hilfe von Facettenblockern, wie Cetyltri-
methylammoniumbromid (CTAB) und Cetyltrimethylammoniumchlorid (CTAC), synthetisiert 




DNA kann nicht nur als selbstorganisierender Baustein für Nanoobjekte, sondern auch als vielsei-
tiges Objekt betrachtet werden, das dynamische und automatische Schalter dank metastabiler Be-
dingungen in einem dynamischen Ungleichgewicht erzeugen kann. Ein Beispiel für einen solchen 
Prozess ist die durch einen Molekülüberhang verursachte Strangverdrängung (TMSD, toehold me-
diated strand displacement).88 Hierbei handelt es sich um ein isothermales, enzymfreies und mo-
lekulares Werkzeug, um einen DNA- oder RNA-Strang mit einem anderen Strang auszutauschen 
und bei dem native metastabile Sekundärstrukturen von DNA/RNA eine wichtige Rolle spielen. 
Auf diese Weise können DNA-Nanostrukturen auch kinetisch kontrolliert werden, indem die be-
teiligte Sequenz definiert wird. TMSD wurde erstmals im Jahr 2000 auf dem Gebiet der DNA-Na-
notechnologie eingeführt.89 Mithilfe dieser Technik wurde eine Reihe von DNA-Pinzetten geöffnet 
und geschlossen, welche aus zwei DNA-Helices bestehen und einen zusätzlichen DNA-Strang als 
eine Art „Brennstoff“ verwenden.89,90 Seitdem wurde TMDS für den Bau autonomer molekularer 
Motoren, katalytischer Verstärker, reprogrammierbarer DNA-Nanostrukturen und molekularer 
Gatter modifiziert.90,91 
Niles Pierce und Robert Dirks demonstrierten 2004, wie die Bindung von DNA an ein Substrat die 
Rolle der Erkennung und Signalamplifikation ohne externe Zugaben erfüllen kann. Dies wird 
durch die ausgelöste Selbstorganisation von DNA-Nanostrukturen in einem Prozess erreicht, der 
als Hybridisierungskettenreaktion (HCR, hybridization chain reaction) bezeichnet wird und eine 
Form der TMDS darstellt. Der Schlüssel zu HCR in seiner einfachsten Form ist die Speicherung 
potentieller Energie in zwei Haarnadelspezies (hairpins), welche auf sich selbst zurückgefaltete 
DNA-Moleküle darstellen. Die Erkennung der resultierenden Produkte erfordert keine speziellen 
Techniken außer die Gelelektrophorese. Im Gegensatz zur Polymerasekettenreaktion (PCR, poly-
merase chain reaction), die eine exponentielle Vervielfältigung bereitstellt, liegt bei der HCR eine 
lineare Vervielfältigung vor.92,93 Die Reaktion (Abbildung 7) besteht aus der Anordnung stabiler 
DNA-Monomere zu größeren Strukturen durch Zugabe eines Initiators (DNA-Molekül mit geeig-
neter Sequenz) bei gleichbleibender Temperatur. Die Monomere im ursprünglichen Reaktionsde-
sign sind hairpins bestehend aus einem langen Schaft (18 nt), kurzer Schleife und einem kurzen 
toehold (beide 6 nt). Die beiden unterschiedlichen Monomere liegen in äquivalenten molaren Kon-
zentrationen vor und koexistieren stabil in Lösung ohne miteinander zu reagieren. Das Gleichge-
wicht des Systems wird durch die Zugabe des passenden Initiators (Target, T) aufgehoben und 
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somit eine Kaskade von TMSD 
ausgelöst, die zur Bildung einer 
langen geknickten doppelsträn-
gigen DNA führen. Wenn ein ein-
zelsträngiger DNA-Initiator zu 
dieser zuvor stabilen Mischung 
hinzugefügt wird, öffnet er den 
ersten hairpin (H1), wodurch 
eine neue einzelsträngige Region 
freigelegt wird, die den zweiten 
hairpin (H2) öffnet. Dieser Pro-
zess legt wiederum einen ein-
strängigen Bereich frei, der mit 
dem ursprünglichen Target iden-
tisch ist. Die resultierende Kettenreaktion führt zur Bildung einer gekerbten Doppelhelix, die so 
lange wächst, bis die hairpins aufgebraucht sind. Die lineare Amplifikation konnte erfolgreich in 
plasmonische Biosensoren implementiert werden94,95 und ermöglicht die hochsensitive Detektion 
von DNA96, Proteinen97 und MicroRNA98. 
MicroRNAs (miRNA) bestehen zumeist aus 21-23 nt, die im Erbgut kodiert sind. Sie erfüllen wich-
tige Aufgaben bei der Steuerung grundlegender biologischer Prozesse wie Zellentwicklung, Zell-
differenzierung, Proliferation und Apoptose. Neuere Daten weisen darauf hin, dass miRNA auch 
an der Entstehung menschlicher Krankheiten wie Krebs oder Stoffwechselstörungen beteiligt 
sind. Sie blockieren die Genaktivität, indem sie sich an die 3’-nicht-translatierten Bereiche von 
Boten-RNA (mRNA) anlagern. Extrazelluläre/zirkulierende miRNA wurden in biologischen Flüs-
sigkeiten, wie Plasma und Serum, Zerebrospinalflüssigkeit, Speichel, Muttermilch, Urin, Tränen, 
Kolostrum, Peritonealflüssigkeit, Bronchialflüssigkeit Samenflüssigkeit und Ovarialfollikelflüssig-
keit nachgewiesen.99 Das Vorhandensein von miRNA in zahlreichen Körperflüssigkeiten kann ge-
nutzt werden, um einerseits die miRNA als Biomarker zu detektieren und so Krankheiten zu diag-
nostizieren und andererseits biologische/regulatorische Mechanismen zu verstehen. Etablierte 
Nachweismethoden für miRNA sind einerseits konventionelle molekularbiologische Ansätze wie 
Northern blotting, miRNA microarray und q-RT PCR. Andererseits stehen sowohl optische als auch 
elektrochemische Sensoren zur Verfügung.100 Aktuell werden beispielsweise auch mikrofluidi-
sche Ansätze und next generation sequencing (NGS) verfolgt.100 Diese Techniken haben oft Prob-
leme bei der Quantifizierung dieser kurzen Nukleinsäuren. Daher sind neue Techniken für deren 
empfindlichen und spezifischen Nachweis erforderlich. 
Abbildung 7│Schema der Hybridisierungskettenreaktion Der 
Initiator (1) startet eine Hybridisierungskaskade (2, 3) zwischen 





1.3 Ziele der Arbeit 
Ein Kernelement ist die Eignung der LSPR-Sensoren als Transducer, welcher das Bindungsereig-
nis in ein messbares Signal umwandelt. Da die Stärke des Signals vom elektromagnetischen Feld 
des Nanopartikels und vom umgebenden Medium abhängt, können Signalverstärkungsmethoden 
wie die gerichtete Resonanzkopplung mit biofunktionalisierten Goldnanowürfeln und selbstorga-
nisierenden Strukturen, wie Hybridisierungskettenreaktion und DNA-Origami, angewendet wer-
den. Die DNA-Nanotechnologie ermöglicht die Optimierung des Designs von Nanostrukturen und 
die Verbesserung der Empfindlichkeit und der Nachweisgrenzen von LSPR-Sensoren für zukünf-
tige Point-of-Care-Nachweissysteme (POC-Nachweissysteme). 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Demonstration des Potentials einer DNA-Origami-basierten 
Sensorplattform. Momentan bilden zufällig angeordnete plasmonische Nanopartikel in Ensemble-
Form die Sensorplattform. DNA-Origami stellt einen Ansatz dar, um die Nanopartikel genau zu 
positionieren. So könnte die zufällige Verteilung der Nanopartikel kontrolliert (Arrayentwick-
lung) und der Transducer durch gezielte Resonanzkopplung optimiert werden. Dafür werden die 
Stabilität und die Anordnung von DNA-Origami auf der Oberfläche in Abhängigkeit unterschiedli-
cher ionischer Bedingungen untersucht. Ein weiteres Ziel ist die Funktionalisierung von Goldna-
nowürfeln und deren Anbindung als Dimer an das DNA-Origami, um einen Nanosensor aufzu-
bauen, welcher im entstehenden „hot spot“ Einzelmoleküle nachweisen kann. Beide Strategien ba-
sieren auf der Selbstassemblierung und –organisation und ermöglichen eine verbesserte Leis-
tungsfähigkeit plasmonischer Sensoren. Im Falle des Arrays ist die Konstruktion im Mikrometer-
maßstab möglich. 
DNA-basierte Sensoren bieten dank der Verbesserungen, die mit der DNA-Nanotechnologie er-
reicht werden können, leistungsstarke Alternativen. Ein weiteres Ziel ist die Demonstration des 
Potentials anhand einer Kombination von HCR und LSPR für den Nachweis einer für asymptoti-
schen Lungenkrebs-spezifischen MicroRNA (miR-17). Dabei wird die lineare Amplifikation einge-
setzt, um die geringe Sensitivität von markierungsfreien, LSPR-basierten Biosensoren zu erhöhen 
und sehr geringe Targetkonzen-trationen spezifisch zu detektieren. Die Stärke der vorgeschlage-
nen Strategie liegt in der Einfachheit der Komponenten, welche leicht herzustellen und auf der 
Biosensor-Plattform zu implementieren sind.
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2 Übersicht zu den Manuskripten 
2.1 M1 – LSPR Detection of Nucleic Acids on Nanoparticle Monolayers 
Der sequenzspezifische DNA-Nachweis ist wichtig für verschiedene biomedizinische Anwendun-
gen wie die Diagnose und Behandlung von Krankheiten, die Entdeckung von Medikamenten und 
forensische Analysen. In der Biosensorik stehen spezifische und sensitive Sensoren im Zentrum 
der Forschung, um geringe Analytkonzentrationen nachweisen zu können. Im folgenden Manu-
skript wird die Implementierung des DNA-Nachweises in das plasmonische Sensordesign (inklu-
sive Messaufbau) vorgestellt, um den Biosensor anhand eines Modellsystems hinsichtlich Spezifi-
tät und Sensitivität zu charakterisieren.  
 Autorenschaft der Publikation 
Sophie Thamm Konzeptentwicklung 
Messung und Evaluierung der Daten 
Schreiben des Manuskripts 
Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
Andrea Csáki Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Wolfgang Fritzsche Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
 
Thamm S., Csàki A., Fritzsche W. (2018) LSPR Detection of Nucleic Acids on Nanoparticle Mono-
layers. In: Zuccheri G. (eds) DNA Nanotechnology. Methods in Molecular Biology, vol 1811. Hu-
mana Press, New York, NY 
Reprinted/adapted by permission from Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer 
Nature: Humana Press, New York, NY “DNA-Nanotechnology. Methods and Protocols” by Giam-
polo Zuccheri(s) COPYRIGHT (2018). 
Eigenanteil: 90%
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2.2 M2 – AFM-Based Probing of the Flexibility and Surface Attachment of Immobilized DNA 
Origami 
Die intramolekulare Stabilität von DNA-Origami auf Oberflächen ist für die Integration in Netz-
werke von zentralem Interesse, denn nur so kann eine nanoskalige Plattform geschaffen werden, 
mit deren Hilfe Nicht-DNA-Objekte, wie Nanopartikel, präzise positioniert werden können. So 
könnte die zufällige Verteilung der Nanopartikel kontrolliert (Arrayentwicklung) und der Trans-
ducer durch gezielte Resonanzkopplung optimiert werden. Experimente zur intramolekularen 
Stabilität der DNA-Origami wurden mittels AFM durchgeführt. Abhängig von der Magnesiumio-
nenkonzentration des Immobilisierungsschritts können auf Glimmer immobilisierte dreieckige 
DNA-Origami entweder geschnitten oder gedehnt werden. 
 Autorenschaft der Publikation 
Sophie Thamm Konzeptentwicklung 
Messung und Evaluierung der Daten 
Schreiben des Manuskripts 
Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
Nicole Slesiona AFM-Messungen 
Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
André Dathe Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
Andrea Csáki Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Wolfgang Fritzsche Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
 
Langmuir 2018, 34, 49, 15093-15098 
Reprinted with permission from Langmuir 2018, 34, 49, 15093-15098. Copyright (2018) Ameri-
can Chemical Society. 
Eigenanteil: 70% 
 
ÜBERSICHT ZU DEN MANUSKRIPTEN 
16 
2.3 M3 – DNA-Biofunctionalization of CTAC-capped gold nanocubes 
Lokale Felderhöhungen lassen sich mit formanisotropen Nanopartikeln erzielen, die mit Hilfe von 
Facettenblockern wie CTAB und CTAC synthetisiert werden. Eine chemische Modifikation (Ligan-
denaustausch) der Nanopartikeloberfläche ist jedoch erforderlich, um die Zytotoxizität des Parti-
kels zu verringern, es gegen Aggregation zu stabilisieren und es mit Biomolekülen zu konjugieren, 
um seine Biokompatibilität für analytische Anwendungen zu erhöhen. Um formanisotrope Nano-
partikel gezielt an DNA-Origamis zu binden, müssen diese vorher mit Oligonukleotiden funktio-
nalisiert werden. Dafür wurde ein zweistufiges Protokoll eines Ligandenaustauschs mit Bis(p-sul-
fonatophenyl)phenylphosphin (BSPP) als intermediären Liganden zur Biofunktionalisierung von 
CTAC-umhüllten Goldnanowürfeln mit thiolmodifizierter DNA entwickelt. 
 Autorenschaft der Publikation 
Nicole Slesiona Konzeptentwicklung 
Messung und Evaluierung der Daten 
Schreiben des Manuskripts 
Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
Sophie Thamm Konzeptentwicklung 
Evaluierung der Daten 
Schreiben des Manuskripts 
Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
H. K. Lisa S. Stolle Herstellung der Goldnanowürfel 
Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
Viktor Weißenborn Herstellung der Goldnanowürfel 
Philipp Müller Erstellung des Skriptes zur Datenanalyse 
Andrea Csáki Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
Wolfgang Fritzsche Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
 
Nanomaterials 2020, 10, 6, 1119 
Reprinted with permission from Nanomaterials 2020, 10, 6, 1119. Copyright is retained by the 
authors. 
Eigenanteil: 40% 
ÜBERSICHT ZU DEN MANUSKRIPTEN 
17 
2.4 M4 – MiRNA biosensor based on localized surface plasmon resonance enhanced by sur-
face-bound hybridization chain reaction 
Die HCR wird für den Nachweis einer für asymptotischen Lungenkrebs-spezifischen MicroRNA 
(miR-17) eingesetzt, um die geringe Sensitivität von markierungsfreien, LSPR-basierten Bio-
sensoren zu erhöhen und sehr geringe Targetkonzentrationen spezifisch zu detektieren. Die HCR 
kann zur direkten Signalverstärkung genutzt werden, indem die molekulare Masse nach der spe-
zifischen Detektion des Targets durch spezifische Anlagerung zusätzlicher Moleküle erhöht wird.  
 Autorenschaft der Publikation 
Andrea Miti Konzeptentwicklung und Design der HCR 
Messung und Evaluierung der Daten 
Schreiben des Manuskripts 
Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
Sophie Thamm Konzeptentwicklung 
Messung der Daten 
Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
Philipp Müller Erstellung des Skriptes zur Datenanalyse 
Andrea Csáki Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Wolfgang Fritzsche Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Giampolo Zuccheri Diskussion und Korrektur des Manuskripts 
Diskussion des Konzepts und der Ergebnisse 
 






3.1 LSPR-basierte Biosensorik 
Die Leistung einer Biosensor-Plattform ist von der Empfindlichkeit des Signalwandlers abhängig, 
welcher die biochemische Erkennung des Analyten in ein lesbares Signal übersetzt. Das Design 
von empfindlichen und vielseitigen Signalwandlern, die leicht in Lab-on-a-Chip-Geräte (LOC-Ge-
räte) integriert werden können, ist daher eine gegenwärtige Herausforderung. In der LSPR-ba-
sierten Biosensorik werden plasmonische Nanopartikel als optische Signalwandler eingesetzt. 
Der sequenzspezifische DNA-Nachweis ist wichtig für verschiedene biomedizinische Anwendun-
gen wie die Diagnose und Behandlung von Krankheiten, die Entdeckung von Medikamenten und 
forensische Analysen. In der Biosensorik stehen daher spezifische und sensitive Sensoren im 
Zentrum der Forschung, um geringe Analytkonzentrationen nachweisen zu können. 
3.1.1 Plasmonische Nanopartikel als Signalwandler 
Es wurden verschiedene Nanopartikel neben Biokompatibilität und Langzeitstabilität hinsichtlich 
ihrer optischen Eigenschaften untersucht. Im Fokus steht der Vergleich ihres Spektrums und ihrer 
Bulksensitivität (Sensitivität bezogen auf die Veränderung in der direkten Partikelumgebung, Sb), 
um deren Qualität als Transducer und damit die Sensorperformance beurteilen zu können. Mit-
hilfe dieser Charakterisierung können die geeigneten Nanopartikel für die Detektion von bioche-
mischen Bindeereignissen selektiert werden. Als Charakterisierungsmethoden kommen sowohl 
UV-VIS-Spektroskopie für Nanopartikel in Lösungen als auch die LSPR-Spektroskopie immobili-
sierter Nanopartikel zu Einsatz. Abbildung 8 zeigt die normalisierte Extinktion in Abhängigkeit 
der Wellenlänge für verschiedene Größen sphärischer und formanisotroper Nanopartikel in Lö-
sung.  
Abbildung 8│UV-VIS-Spektren verschiedener Nanopartikellösungen Normalisierte Extinktion in Ab-
hängigkeit der Wellenlänge von sphärischen Silber- und Goldnanopartikeln sowie formanisotropen Gold-
nanopartikeln. Die sphärischen Silbernanopartikel weisen einen Durchmesser von 40 nm (Au 40) und die 
Goldnanopartikel 10 nm (Au 10), 30 nm (Au 30) und 80 nm (Au 80) auf. Die Goldnanowürfel (Au cubes) 




Die Bestimmung der Peakposition erfolgte mittels Schwerpunktberechnung nach Dahlin et al.101; 
im folgenden Centroid genannt. Sphärische Silbernanopartikel mit dem Durchmesser von 40 nm 
(Ag 40) weisen den Centroid bei einer Wellenlänge von 434 nm auf. Die Würfel mit einer Kanten-
länge von 50 nm (Au cubes) weisen ihren Centroid bei 553 nm und Stäbchen mit den Maßen 
51 nm in der Länge und 11 nm in der Breite (Au rods) bei 875 nm (longitudinal) auf. Sphärische 
Nanopartikel mit geringerem Durchmesser haben ihren Centroid bei kleinerer Wellenlänge als 
größere Partikel des gleichen Materials. Der Centroid für sphärische Goldnanopartikel liegen für 
10 nm Durchmesser (Au 10) bei 512 nm, für 30 nm Durchmesser (Au 30) bei 523 nm und für 
80 nm Durchmesser (Au 80) bei 553 nm.  
Für die LSPR-Spektroskopie wurden die untersuchten Nanopartikel auf einem Glassubstrat, wel-
ches nasschemisch mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) funktionalisiert ist, als Ensemble 
immobilisiert, in eine mikrofluidische Kammer implementiert und hinsichtlich ihrer Bulksensiti-
vität getestet. Der optische Messaufbau ist in 3.1.2 M1 – LSPR-Detektion von Nukleinsäuren auf 
Nanopartikel-Monolayerbeschrieben. Die Spektren der Nanopartikel werden kontinuierlich ge-
messen, damit ist eine Echtzeitverfolgung der Spektren möglich. Der optische Aufbau ist um eine 
Peristaltikpumpe und die entsprechenden Schläuche erweitert, welche die Flüssigkeiten in genau 
definierten Zeitintervallen, Volumina und Flussraten in die Kammer pumpt. 
Das LSPR-Spektrum der Nanopartikel eignet sich zur Messung des Brechungsindex verschiedener 
Lösungen, da die Position der LSPR-Bande vom umgebenden Medium abhängig ist. Sobald sich 
der Brechungsindex des umgebenden Mediums ändert, verschiebt sich auch das Extinktionsma-
ximum der Nanopartikel im Spektrum. Dabei kann näherungsweise von einer linearen Abhängig-
keit ausgegangen werden, welche als Sensitivität Sb bezeichnet wird und die Positionsänderung 
pro Brechungsindexeinheit (RIU, refractive index units) angibt102: 







Dabei ist 𝜆𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜𝑖𝑑  das Extinktionssmaximum des Partikels in Nanometern und 𝑛𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚   ist der 
Brechungsindex in RIU. Für die Messungen wurden wässrige Glukoselösungen verwendet, mit de-
nen der Brechungsindex variiert werden konnte. 
Für die sphärischen Nanopartikel wurde glukosehaltige Lösung (nGluc = 1,405) und Wasser 
(nH2O = 1,333) abwechselnd vermessen (N = 3). Die formanisotropen Nanopartikel wurden mit je 
vier bzw. fünf verschiedenen Konzentrationen vermessen. Abbildung 9 zeigt die relative Centroid-
verschiebung in Abhängigkeit des refraktiven Index der Lösung, dabei kann die Bulksensitivität 
mittels linearer Regression aus dem Anstieg ermittelt werden. 
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Die sphärischen Goldnanopartikel mit dem Durchmesser von 80 bis 150 nm (Au 80/100/150) 
weisen eine Bulksensitivität von 64 - 67 nm/RIU bei geringer Standardabweichung auf. Erst ab 
einer Größe von 200 nm Durchmesser (Au 200) erhöht sich die Bulksensitivität signifikant auf 
133 nm/RIU und bei 250 nm Durchmesser (Au 250) auf 217 nm/RIU.  
Formanisotrope Nanopartikel weisen eine höhere Bulksensitivität aufgrund der scharfen Kanten 
auf, an denen die elektrischen Felder verstärkt werden. Im Vergleich mit sphärischen Goldnano-
partikeln (Au 80) besitzen Goldnanowürfel mit einer Kantenlänge von 50 nm (Au cubes) mit 
126 nm/RIU ungefähr die doppelte, Goldnanosterne mit dem Außenmaß von 80 nm (Au stars) 
mit 189 nm/RIU die dreifache und Silbernanodreiecke mit einer Kantenlänge von 50 nm (Ag tri-
angles) die vierfache Bulksensitivität. Solche Geometrien ermöglichen höhere Amplituden der 
Elektronenwolkenoszillation. Dabei sind die Goldnanosterne aufgrund ihrer zahlreichen und 
scharfen Spitzen 50 % sensitiver als die Goldnanowürfel, welche mit acht Ecken und zwölf Kanten 
mehr gerade Fläche und weniger scharfe Kanten aufweisen und damit geometrisch der Sphäre 
ähnlicher sind. Nicht nur die Größe, Form und Material der Nanopartikel beeinflussen die Sensor-
performance, auch die Verteilung der jeweiligen Nanopartikel auf dem Glassubstrat ist von Be-
deutung.  
Die folgende Abbildung 10 zeigt die Abhängigkeit der Extinktion von der Belegungsdichte, welche 
mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM, atomic force microscopy) ermittelt wurde. Beide Substrate 
unterscheiden sich nur in der Belegungsdichte, wobei Substrat A 74 Partikel/µm² und Substrat B 




Abbildung 9│Bulksensitivitäten verschiedener plasmonischer Nanopartikel Relative LSPR-Verschie-
bung in Abhängigkeit des refraktiven Index von sphärischen Goldnanopartikeln mit einem Durchmesser 
von 80-250 nm inklusive Standardabweichung (links) und formanisotropen Nanopartikeln (Ag tri-
angles/Au cubes/Au stars) mit beispielhaften TEM/REM-Aufnahmen (rechts). 
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(530 nm), unterscheiden sich jedoch in der Extinktion. Die 2,5-fach höhere Belegungsdichte bei 
Substrat B induziert eine Steigerung der Extinktion von 0,19 (Substrat A) auf 0,35 (Substrat B). 
 
A 74 P/µm² 
Abbildung 10│LSPR-Spektrum in Abhängigkeit der Belegungsdichte mit Au 80 Extinktion in Abhän-
gigkeit der Wellenlänge von Substrat A mit einer Belegungsdichte von 74 P/µm² und Substrat B mit 
187 P/µm² inklusive AFM-Aufnahmen (Maßstab: 2 µm, Höhenskala: 120 nm) der Substrate. 
B 187 P/µm² 
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3.1.3 Detektionslimit des Sensors 
Anhand eines Modellsystems wurde die Spezifität und Sensitivität des Biosensors evaluiert (Ab-
bildung 11). Im Gegensatz zum vorherigen Kapitel wurden Substrate mit geringer Belegungs-
dichte, die Über-Nacht-Inkubation der capture DNA und 20 mM HCl als Regenerationschemikalie 
verwendet. Die Ursachen der geringeren Signaländerungen wurden untersucht, konnten jedoch 
nicht abschließend geklärt werden. 
 
 
Die Spezifität des Biosensors (Abbildung 11 links) wurde folgendermaßen bestimmt: zuerst er-
folgte eine Anbindung von 1 µM thiolmodifizierter capture DNA über Nacht und anschließend eine 
Implementierung des funktionalisierten Substrates in die mikrofluidische Kammer. Für die Mes-
sung wurde das Target in äquimolarer Konzentration im Fluss zugegeben und der Biosensor mit 
HCl (20 mM) regeneriert (N = 3). Das Signal für das unspezifische Target (T_non) beträgt mit 
0,2±0,1 nm ca. 21 % des spezifischen Targets mit 1,1±0,2 nm. Die Negativkontrolle (Buffer) er-
zeugt mit 0,06±0,03 nm nur ein sehr geringes Signal. 
Das Ziel der Biosensorik ist der Entwurf spezifischer und sensitiver Sensoren für den Nachweis 
sehr geringer Mengen des Biomarkers/Pathogens. Abbildung 11 rechts zeigt die Sensitivität des 
Modells für Konzentrationen zwischen 0 – 1 µM des Targets. Hierbei wurden folgende Signale ge-
messen: 0,06±0,03 nm für Puffer, 0,15±0,06 für 0,001 µM, 0,21±0,06 nm für 0,01 µM, 
0,82±0,16 nm für 0,1 µM und 1,14±0,20 nm für 1 µM Target. Die Verschiebung der Peakposition 
Capture DNA CGTACATCTTCTTCCTTTTT-(CH2)6-SH 
T AGGAAGAAGATGTACGACCAGCTCAACGAGAAGGTCGCAG 
T_non TCAAAGTAAAAGTCCTGGTTCGCCAT 
Abbildung 11│Spezifität und Sensitivität des Biosensors anhand eines Modellsystems Relative 
Centroidverschiebung mit Standardabweichung durch Puffer, Target und nichtkomplementäres Target bei 
gleichbleibender Konzentration von 1 µM (links), Centroidverschiebung mit Standardabweichung durch 
verschiedene Konzentrationen (0-1 µM) des Targets (rechts), N = 3. 
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vergrößert sich mit zunehmender Targetkonzentration, das System ist demnach quantitativ und 
korreliert mit der Konzentration des Targets.  
Zur Bestimmung der Sensitivität eines Sensors wurde das Detektionslimit (limit of detection, LOD) 
bestimmt. Bei der LOD handelt es sich um die niedrigstmögliche Konzentration, bei der die Me-
thode das Target innerhalb der Matrix mit einem gewissen Vertrauensgrad nachweisen (aber 
nicht mehr quantifizieren) kann und ist demzufolge definiert als die niedrigste Konzentration, die 
sich mit gewisser Zuverlässigkeit vom Hintergrundrauschen abhebt. Die Bestimmung der LOD 
kann visuell, durch Bestimmung des Signal-Rausch-Verhältnisses und mittels Standardabwei-
chung berechnet werden. Letzteres ist für instrumentelle Methoden geeignet. Die Blindwertbe-
stimmung wird angewendet, wenn die Blindwertanalyse (Puffer) Ergebnisse mit einer Stan-
dardabweichung ungleich Null ergibt. Die LOD wird als die Analytkonzentration angenommen, 
die dem Probenleerwert plus dreimal Standardabweichungen entspricht.103 Diese Kalkulation 




3.2 DNA-Überstrukturen für die Sensoroptimierung 
Aktuelle LSPR-basierte Sensoren sind günstig, robust und markierungsfrei, leiden jedoch an ge-
ringen Sensitivitäten. Da die Stärke des Signals vom elektromagnetischen Feld des Nanopartikels 
und vom Umgebungsmedium abhängt, können hier Signalverstärkungsmethoden ansetzen. Die 
DNA-Nanotechnologie ermöglicht hier gerichtete Resonanzkopplung durch die Anordnung der 
Transducer und die Signalverstärkung durch Amplifikation. 
3.2.1 Stabilität von DNA-Origami in Lösung und Immobilisierung auf Glimmer 
Die flexible und präzise Immobilisierung selbstorganisierender DNA-Nanostrukturen ist ein wich-
tiger Schritt für die Integration von DNA-basiertem Material für potenzielle sensorische Anwen-
dungen. Hierfür ist die Stabilität und die Immobilisierung der DNA-Origami, welche typischer-
weise in einem 1xTAE-Puffer mit 10-12,5 mM Magnesiumchlorid synthetisiert werden, von ent-
scheidendem Interesse. Es wurde sowohl die Stabilität in Lösung als auch die anschließende Im-
mobilisierung auf Glimmer in Abhängigkeit verschiedener ionischer Pufferzusammensetzung un-
tersucht, um eine intakte und stabile Anordnung der DNA-Origami für eine spätere Funktionali-
sierung mit Nanopartikeln zur gerichteten Resonanzkopplung zu ermöglichen. Die DNA-Origami 
(finale Konzentration von 5 nM) wurden in 1xTAE-Puffer mit 10 mM MgCl2 synthetisiert, gefiltert 
und in 1xTAE-Puffer mit verschiedenen Konzentrationen an Magnesium und Natrium umgepuf-
fert. Die Abbildung 12 zeigt das zugehörige Gelbild.  
Bis auf die Probe mit 30 mM MgCl2 und ohne MgCl2 in 1xTAE-Puffer sind alle Banden stark ausge-
prägt, weisen dieselbe DNA-Struktur auf und sind demnach stabil und richtig gefaltet. Abbildung 
13 zeigt AFM-Aufnahmen von DNA-Origami immobilisiert auf Glimmer. Die DNA-Origami weisen 
dabei folgende Mg2+-Konzentration auf: 10, 20 und 40 mM. Bei 10 mM Mg2+ liegen die DNA-Ori-
gami strukturell intakt vor. Im Gegensatz dazu ist zu beobachten, dass die erhöhte Magnesium-
konzentration ab 20 mM DNA-Origami auf Glimmer destabilisiert und final zerstört. Bei der 
Mg2+                                             Na+                                                                 w/o 
Abbildung 12│Gelelektrophorese von DNA-Origami in variierender Ionenkonzentration DNA-Ori-
gami mit einer Mg2+-Konzentration von 10-100 mM (links), Na+-Konzentration von 10-1000 mM (mittig) 
und ohne Ionen in 1xTAE-Puffer und ddH2O (rechts) im 0,75 % -igen Agarosegel in 1xTAE-Laufpuffer mit 
10 mM MgCl2. 
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Abbildung 13│AFM-Aufnahmen von DNA-Origami auf Glimmer DNA-Origami mit 10 mM (links), 
20 mM (mittig) und 40 mM (rechts) Mg2+; Maßstab: 500 nm, für Details: 100 nm und Höhenskala: 4 nm. 
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3.2.3 Anordnung von DNA-Origami auf Glimmer 
Geordnete DNA-Origami-Arrays können den Raum in verschiedene periodische Domänen unter-
teilen, in die eine Vielzahl von nanoskaligen Objekten integriert und schließlich als Nanosensor 
für die Nanoelektronik/Nanosensorik oder die Übertragung von Strukturen in der Nanolithogra-
phie verwendet werden können.51,67–70 Ionenbasierte Wechselwirkungen können hierbei genutzt 
werden, um ein DNA-Origami-Array zu kreieren.62,64–66 
Aufbauend auf den vorherigen Ergebnissen, wurden die DNA-Origami mithilfe von Natriumchlo-
ridzugabe remobilisiert und in einer möglichst dichten Packung auf Glimmer angeordnet. Die 
Wechselwirkung zwischen Glimmer, DNA und Magnesium kann durch Zugabe monovalente Kati-
onen wie Na+ abgeschwächt werden, die DNA-Origami werden mobil und bilden geordnete Struk-
turen. Abbildung 14 zeigt das experimentale Schema und die DNA-Origami nach Natriumzugabe 
auf Glimmer angeordnet. Die DNA-Origami wurden hierfür aufkonzentriert (10 nM), mit 150-
600 mM Natriumchlorid versetzt und 15 Minuten in humider Umgebung inkubiert. 
Durch die Zugabe von Natriumchlorid kommt es zu einer Konkurrenz von Magnesium und Nat-
rium um die Bindestellen auf dem Substrat und die sofortige Immobilisierung findet nicht statt. 
Stattdessen induzieren Natriumionen eine Diffusion der DNA-Origami, sodass es zu einer dichten 
Abbildung 14│Anordnung von DNA-Origami auf Glimmer durch Zugabe von Natriumchlorid Schema 
der diffusionsbasierten Anordnung induziert durch NaCl-Zugabe (A), AFM-Aufnahmen der verschiedenen 
Natriumchloridkonzentrationen (150/300/450/600 mM), Maßstab: 500 nm, für Details: 100 nm und Hö-
henskala: 4 nm (B) und daraus resultierende Belegungsdichte (C). 
+ Na+ 
450 mM Na+ 
Diffusion 







Packung und damit Ausrichtung der Strukturen auf der Oberfläche kommt.65 Dreieckige DNA-Ori-
gami richten sich dabei hexagonal aus. Die Belegungsdichte wurde als das Verhältnis von reiner 
DNA-Fläche zu Substratfläche bestimmt und kann durch die innere Aussparung der Dreiecksform 
nie 100 % betragen. Die Zugabe von 150 mM NaCl induziert eine Belegungsdichte von 54 %. Eine 
signifikante Erhöhung auf 65 % wird durch 300 mM erhalten, aber erst bei 450 mM bildet sich 
eine blumenähnliche Packung ohne Fehlstellen zwischen den einzelnen DNA-Origami aus, wobei 
noch viel überschüssiges Material über der ersten Lage liegt. Bei der Zugabe von 600 mM NaCl 
überdeckt weniger überschüssiges Material die erste Lage, jedoch werden in der Detailaufnahme 
Fehlstellen zwischen den DNA-Origami sichtbar.  
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3.2.5 Anbindung von Goldnanowürfeln an DNA-Origami 
Die Organisation von Nanopartikeln mit den von DNA-
Origami bereitgestellten Auflösungen erlaubt es, das 
plasmonische Verhalten von DNA-Origami-Nanoparti-
kel-Konstruktionen zu steuern. Die Simulation (Abbil-
dung 15) zeigt die Feldverstärkung hervorgerufen durch 
sphärische Goldnanopartikel und Goldnanowürfel als 
Einzelpartikel bzw. als Dimer.104 Das elektrische Feld 
wird an den Ecken und Kanten von metallischen Nano-
partikeln stark verstärkt, da die Plasmonen an diesen 
Stellen lokalisiert sind, weil diese Geometrie die höchste 
Amplitude der Elektronenwolkenschwingung er-
laubt.29,31 Ein SERS-Bioassay basierend auf einer hierar-
chischen Nanowürfelanordnung zur kontrollierten Ver-
stärkung des elektromagnetischen Feldes zwischen 
Goldnanowürfeln wurde etabliert.105 Besonders die Konstruktion eines Goldnanowürfel-Dimers 
mit DNA-Origami für den Einzelmolekülnachweis im entstandenden „hot spot“ ist vielverspre-
chend, da hier der Verstärkungseffekt besonders groß ist 
Dafür wurden die funktionalisierten Goldnanowürfel mit DNA-Origami im Verhältnis 1:1 hybridi-
siert (Abbildung 16). Es wurden mehrere große Zusammenschlüsse aggregierter Nanopartikel 
gefunden, was die geringe Oberflächenbedeckung in anderen Bereichen der Probe erklärt. Dies 
scheint auf die Tatsache zurückzuführen zu sein, dass der Grenzwert für die Salzstabilität gegen-
über MgCl2 zwischen 10 und 12 mM liegt. Höchstwahrscheinlich konnten nicht alle biofunktiona-
lisierten Nanopartikel der MgCl2-Konzentration des DNA-Origami-Puffers standhalten. Jedoch hat 
eine Reihe von Goldnanowürfeln, die nicht aggregiert sind, mit den DNA-Origami hybridisiert. Da-
bei liegt die Hybridisierungseffizienz bezogen auf einzelne Goldnanowürfl bei 50 % (N = 80).  
Abbildung 15│Simulation der Feld-
verstärkungen bei Goldnanopartikeln 
Feldverstärkung hervorgerufen durch ei-
nen (links) und zwei koppelnde (rechts) 
sphärische Goldnanopartikel/Goldnano-
würfel.129 
Abbildung 16│Konjugation von funktiona-
lisierten Goldnanowürfeln an DNA-Ori-
gami Es wurden vergrößerte Ausschnitte als 
Beispiel gewählt, um verschiedene Ergebnisse 
des Konjugationsprozesses zu zeigen: (oben, 
Amplitudenbild) ein Partikel, der zwei DNA-
Origami verbindet, (mittig, Amplitudenbild) 
ein teilweise konjugierter Goldnanowürfel 
und (unten) ein Goldnanowürfel, der ein DNA-
Origami fast vollständig bedeckt, Maßstab: 




3.2.6 M4 – MiRNA-Biosensor basierend auf lokalisierter Oberflächenplasmonenresonanz 
















































































































































Die Leistung einer Biosensor-Plattform ist von der Empfindlichkeit des Signalwandlers abhängig, 
welcher die biochemische Erkennung des Analyten in ein lesbares Signal übersetzt. Das Design 
von empfindlichen und vielseitigen Signalwandlern, die leicht in Lab-on-a-Chip-Geräte (LOC-Ge-
räte) integriert werden können, ist daher eine gegenwärtige Herausforderung. 
Daher wurde in 3.1.1 die Sensitivität verschiedener Nanopartikel untersucht. Die Bulksensitivität 
erhöht sich mit steigendem Durchmesser. Mit zunehmender Größe der Nanopartikel wird jedoch 
das Spektrum sehr viel breiter und damit die Messbedingungen nicht ausreichend, was die hohe 
Standardabweichung von ± 7,4 nm der relativen Centroidverschiebung bei Au 250 erklärt. Im 
Vergleich mit sphärischen Goldnanopartikeln (Au 80) besitzen Goldnanowürfel mit einer Kanten-
länge von 50 nm (Au cubes) mit 126 nm/RIU ungefähr die doppelte, Goldnanosterne mit dem Au-
ßenmaß von 80 nm (Au stars) mit 189 nm/RIU die dreifache und Silbernanodreiecke mit einer 
Kantenlänge von 50 nm (Ag triangles) die vierfache Bulksensitivität. Solche Geometrien ermögli-
chen höhere Amplituden der Elektronenwolkenoszillation. Dabei sind die Goldnanosterne auf-
grund ihrer zahlreichen und scharfen Spitzen 50 % sensitiver als die Goldnanowürfel, welche mit 
acht Ecken und zwölf Kanten mehr gerade Fläche und weniger scharfe Kanten aufweisen und da-
mit geometrisch der Sphäre ähnlicher sind. Aufgrund der Steilheit der dielektrischen Funktion 
sind Silbernanopartikel generell sensitiver. Weiterhin weist Silber die höchste Streueffizienz auf 
(Gold eine Größenordnung kleiner). Die Streueffizienz erhöht die Amplitude und induziert damit 
ein besseres Signal-Rausch-Verhältnis der Centroidbestimmung bei gleicher Konzentration.106–109 
Silber ist demnach ein hervorragendes Material für die plasmonische Detektion. Jedoch sind Sil-
bernanostrukturen unter Umgebungsbedingungen nicht langzeitstabil.110 
Neben Größe, Form und Material der Nanopartikel beeinflusst auch die Verteilung der jeweiligen 
Nanopartikel auf dem Glassubstrat die Sensorperformance. Das Substrat mit der höheren Bele-
gungsdichte müsste eine 2,5-fach höhere Extinktion von 0,48 aufweisen – analog zur Belegungs-
dichte. Der Differenzbetrag von 0,13 entfällt auf das zweite lokale Maximum bei 810 nm – indu-
ziert durch die Plasmonenkopplung. Höhere Nanopartikeldichten erzielen ein besseres Extinkti-
onssignal, welches wiederum das Signal-Rausch-Verhältnis erhöht. Jedoch verbreitern zu hohe 
Belegungsdichten den Peak, was wiederum die Bestimmung der Peak-Position erschwert. Um ei-
nen effizienten LSPR-Sensor herzustellen, muss ein ausreichender Abstand zwischen den Nano-
partikeln vorhanden sein, um die Plasmonenkopplung zu begrenzen, ein scharfes Plasmonenband 
und hauptsächlich die Anregung des dipolaren Plasmonenmodus zu erhalten.111 
Für das finale Sensordesign wurden sphärische Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 
80 nm ausgewählt, obwohl sie nur eine Sensitivität von 67 nm/RIU aufweisen. Jedoch eignet sich 
ihr Spektrum aufgrund der engen Peakbreite sehr gut für die Centroidkalkulation (Genauigkeit 
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bei kleinen Molekülen), sie sind chemisch inert und lassen sich aufgrund ihrer Citrathülle einfach 
auf dem Glasträger immobilisieren. Diese Vorteile für die Biosensorik bieten die anderen Nano-
partikel nicht. Speziell die formanisotropen Nanopartikel lassen sich aufgrund des jeweiligen spe-
ziellen Liganden (CTAB, CTAC) nur mithilfe aufwändiger Methoden verwenden, wodurch die Sen-
sorproduktion komplizierter und teurer wird. 
Der LSPR-basierte sequenzspezifische DNA-Nachweis in 3.1.2 basiert auf einem Protokoll, wel-
ches sowohl die Anbindung des Biorezeptors als auch die Hybridisierung und Regeneration des 
Targets umfasst. Neben der Thiolgruppe der capture DNA adsorbieren die Nukleobasen, insbe-
sondere Adenin, zusätzlich unspezifisch an der Goldoberfläche der Nanopartikel.77,78 Die unspezi-
fisch auf der Oberfläche adsorbierten Sequenzen stehen nicht zur Hybridisierung mit dem kom-
plementären Target zur Verfügung und daher wurde der Biosensor zur Erhöhung der Hybridisie-
rungseffizienz mit MCH behandelt.112,113 MCH verdrängt die auf der Nanopartikeloberfläche un-
spezifisch adsorbierten Basen und die DNA wird aufgerichtet.114 Die Regeneration umfasst die Ab-
lösung des Targets durch Deprotonierung der Basen und damit Auftrennung der Wasserstoffbrü-
ckenbindung mit NaOH. Das Signal des zweiten Hybridisierungsschrittes bleibt unter dem des ers-
ten, da NaOH die Nanopartikel von der Sensoroberfläche sukzessive ablöst. Infolgedessen wurde 
auf 10 mM Salzsäure (HCl) als Regenerationschemikalie umgestellt, womit der Sensor intakt 
bleibt und vollständig regeneriert werden kann. Anhand eines Modellsystems wurde die Spezifität 
und Sensitivität des Biosensors in 3.1.3 evaluiert. Das positive Signal für das unspezifische Target 
weist auf unspezifische Bindung hin, vermutlich aufgrund von Sequenzhomologien und Wechsel-
wirkung des Targets sowohl mit dem durch MCH passivierten Nanopartikel als auch der capture 
DNA. Die Negativkontrolle (Buffer) erzeugt mit 0,06±0,03 nm nur ein sehr geringes Signal, wel-
ches durch Rauschen, Temperaturschwankungen und minimale Unterschiede im refraktiven In-
dex der Lösungen zustande kommt. Da das spezifische Target ein 5-fach höheres Signal induziert 
als das unspezifische, ist der Biosensor spezifisch für die Detektion des Targets. Des Weiteren ver-
größert sich Verschiebung der Centroidposition mit zunehmender Targetkonzentration, demzu-
folge ist das System quantitativ und korreliert mit der Konzentration des Targets.  
Typischerweise erreichen SPR-basierte Biosensoren ein Detektionslimit von 500 pM bis 10 nM 
Oligonukleotid,115–118 während die Kombination mit neuartiger Mikrofluidik die Detektion bis in 
den femtomolaren Bereich ermöglicht.119 Das Detektionslimit von medizinisch-relevanten DNA-
Proben bewegt sich zwischen 3,5 fM und 10 nM.120 Mit einer LOD von 4,1 nM liegt die Sensitivität 
des untersuchten LSPR-basierten Biosensors im Referenzspektrum und sechs Größenordnungen 
über der niedrigsten gemessenen Konzentration von 3,5 fM.  
Um die hochsensitive Detektion von Biomarkern in geringen Konzentrationen zu ermöglichen, 
werden in 3.2 Konzepte zur Sensoroptimierung vorgestellt und untersucht. 
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Geordnete DNA-Origami-Arrays können den Raum in verschiedene periodische Domänen unter-
teilen, in die eine Vielzahl von nanoskaligen Objekten integriert und schließlich als Nanosensor 
für die Nanoelektronik/Nanosensorik oder die Übertragung von Strukturen in der Nanolithogra-
phie verwendet werden können.51,67–70 Ionenbasierte Wechselwirkungen können hierbei genutzt 
werden, um ein DNA-Origami-Array zu kreieren.62,64–66 
Dafür wurde zuerst die Stabilität der DNA-Origami in Lösung und auf Glimmer unter verschiede-
nen ionischen Bedingungen  untersucht. Die Kristallstruktur von Glimmer wird typischerweise 
mit der chemischen Formel KAl2(Si3Al)O10(OH)2 beschrieben. Glimmer besteht aus negativ gela-
denen Aluminiumsilikatschichten, bei denen die negative Ladung der Schichten durch die Substi-
tution eines Viertels der Si4+-Ionen durch Al3+-Ionen entsteht. Diese Schichten werden durch elekt-
rostatisch gebundene Zwischenschichtkationen – Kaliumionen (K+) – zusammengehalten, die die 
Ladung kompensieren. Die leichte Spaltung von Glimmer ist möglich durch die schwachen Bin-
dungen zwischen den Kaliumionen und den beiden benachbarten Aluminiumsilikatschichten, und 
es wird angenommen, dass bei der Spaltung die atomare Struktur der Aluminiumsilikatschichten 
ungestört ist, während die Kaliumschicht unterbrochen wird.63,121 Folglich entstehen bei der Spal-
tung von Glimmer durch die Ablösung der Kaliumionen negative Ladungen. Die Anbindung von 
ebenfalls negativ geladenen Molekülen, wie DNA, ist durch ein zweiwertiges Kation – Mg2+ – mög-
lich. Liegt jedoch ein großer Überschuss an positiv geladenen Ionen vor, werden die Bindestellen 
blockiert und die Anbindung der DNA findet nicht mehr statt. So blockiert überschüssiges Magne-
sium, mehr als 10 mM, die negativen Bindestellen des Glimmers statt die Belegungsdichte zu er-
höhen.  
Durch die Zugabe von Natrium werden die DNA-Origami in Lösung stabilisiert. Zusätzlich sind 
noch Magnesiumionen aus der Synthese in der Lösung vorhanden, welche die Strukturen stabili-
sieren. Die Stabilität von DNA-Origami hängt zum einen entscheidend von der Verfügbarkeit von 
Mg2+-Resten ab, die an die Phosphate im DNA-Rückgrat binden und die elektrostatische Absto-
ßung zwischen benachbarten Helices abschirmen. Andererseits wurde gezeigt, dass DNA-Origa-
mis in Abhängigkeit ihrer Struktur in verschiedenen Niedrig-Mg2+-Puffern über längere Zeiträume 
stabil sind.122 Jedoch findet keine Immobilisierung der DNA-Origami statt, da Natrium nur ein mo-
novalentes Kation ist und so keine zweite Bindung zum negativ geladenen Glimmer aufbauen 
kann. In Wasser bleiben die DNA-Origami stabil und können auch auf der Oberfläche angebunden 
werden, da durch die Waschschritte nur das Magnesium aus dem Puffer und nicht das intramole-
kular gebundene Magnesium entfernt wird. Demzufolge stehen noch ausreichend Mg2+-Reste zur 
Verfügung, die sowohl an das Phosphat-Rückgrat der DNA als auch an Glimmer binden.122 Durch 
das fehlende Magnesium im Puffer kann jedoch nicht derselbe hohe Bedeckungsgrad erreicht 
werden wie mit Magnesium. In 1xTAE-Puffer bleiben die DNA-Origami trotz vorhandener Mg2+-
Reste nicht intakt. Das Vorhandensein von Ethylendiamintetraacetat (EDTA) im Puffer kann die 
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DNA-Origami-Denaturierung durch Chelatbildung und damit die Entfernung von Mg2+ aus dem 
Rückgrat erleichtern.122 Das Resultat sind destabilisierte DNA-Origami. 
Hohe Mg2+-Konzentrationen sind demzufolge keineswegs eine Voraussetzung für die Aufrechter-
haltung der DNA-Origami-Stabilität. Im Gegenteil, die strukturelle Integrität eines DNA-Origami 
kann selbst bei sehr niedrigen Mg2+-Konzentrationen erhalten bleiben. Dies qualifiziert DNA-Ori-
gami für ein breites Spektrum von biophysikalischen und biomedizinischen Anwendungen, die 
mit hohen Mg2+-Konzentrationen nicht kompatibel sind. Für die Immobilisierung der DNA-Ori-
gami auf Glimmer bleibt Magnesium jedoch essentiell und sollte die Konzentration von 10 mM 
nicht überschreiten. 
Die intramolekulare Stabilität von DNA-Origami auf Oberflächen ist für die Integration in Netz-
werke von zentralem Interesse, denn nur so kann eine nanoskalige Plattform geschaffen werden, 
mit deren Hilfe Nicht-DNA-Objekte, wie Nanopartikel, präzise positioniert werden können. Wei-
terführende Experimente zur intramolekularen Stabilität der DNA-Origami wurden mittels AFM 
durchgeführt. Wenn die Magnesiumkonzentration auf 1 mM gesenkt wird, brechen die DNA-Ori-
gami direkt an der Stelle der Manipulation. Die Höhe des resultierenden DNA-Materials, ist ver-
gleichbar mit den Proben, die höhere MgCl2-Konzentrationen enthalten, wie die hellen Areale in 
den AFM-Bildern zeigen. Bei einer MgCl2-Konzentration von 1 mM scheinen jedoch benachbarte 
Teile des Origamis vom Substrat gelöst und gedehnt zu werden, wie auch bei Proben mit 10 mM 
MgCl2 beobachtet wurde. Der von der Manipulation der AFM-Spitze betroffene Teil des Origamis 
wird normalerweise über eine Strecke entfernt, die viel breiter ist (ca. 20 bis 40 nm) als die AFM-
Spitzenbreite (weniger als 10 nm), bis zu etwa einem Drittel der Seitenlänge der Dreiecke. Dieses 
Verhalten ändert sich, wenn diese Experimente mit in Wasser umgepufferten DNA-Origami 
durchgeführt werden. Hier führt die Manipulation zu viel schärferen (schmaleren) Schnitten, die 
in der Regel eine viel geringere Breite aufweisen, die dem 10 nm Durchmesser der AFM-Spitze 
entspricht. Im Gegensatz zu magnesiumhaltigen Strukturen ist keine gedehnte DNA sichtbar. Die 
Variation der Ionenstärke beeinflusst sowohl die intramolekulare Stabilität des DNA-Origamis als 
auch die Adsorptionsstärke auf dem Substrat. Dies ist auf die zweiwertigen Ionenbrücken zwi-
schen der negativ geladenen Glimmeroberfläche und dem Phosphatrückgrat der DNA zurückzu-
führen. Puffer mit niedrigerer Ionenstärke vermindern anscheinend die intramolekulare Stabili-
tät der DNA-Origami, während die Elastizität bei höheren Ionenwerten erhöht ist. Magnesiumio-
nen beeinflussen eindeutig die Immobilisierung und die Oberflächenanhaftung sowie die struktu-
relle Flexibilität von DNA-Origami auf Glimmer. Es war nicht möglich, DNA-Origami mit einer 
AFM-Spitze nach dem Trocknen durch Verringerung der Magnesiumionen-Konzentration zu ver-
schieben. Dementsprechend führt die Trocknung zu einer Anhaftung und Immobilisierung, die die 
durch die verwendete Manipulationstechnik lokal kaum überwunden werden kann. Das Umset-
zen der DNA-Origami in Wasser führte nicht zur vollständigen Entfernung der Magnesiumionen, 
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die sich auch innerhalb der DNA-Origami-Struktur befinden, sodass eine Immobilisierung reali-
siert werden konnte.  
Die bisher beschriebenen Experimente wurden mit einem festen Abstand der AFM-Spitzenbewe-
gung durchgeführt. Anschließend wurde dieser Abstand variiert, um den Prozentsatz der Struk-
turbrüche im DNA-Origami zu untersuchen. Es wurden die gleichen nach außen gerichteten Ma-
nipulationsdistanzen angewandt, da die Ergebnisse in diesem Versuchsaufbau homogener waren. 
Bei einem Abstand von 44 nm bleiben fast alle wassergespülten DNA-Origami strukturell intakt. 
Dies ändert sich, wenn der Abstand auf 77 nm erhöht wird, wobei etwa 90 % der DNA-Origami 
gebrochen sind. Eine weitere signifikante Erhöhung auf 99  nm Manipulationsdistanz führt zum 
Aufbrechen aller Strukturen. Demnach werden Brüche des DNA-Origamis durch Erhöhen der 
Dehnung und der Manipulationsdistanz über einen bestimmten Schwellenwert verursacht.  
Ethanol beeinflusst bekanntlich die Stabilität der DNA in Lösung. Es wird in Standardprotokollen 
für die Präzipitation von DNA verwendet, wobei es die elektrostatische Anziehung zwischen Nat-
rium- und Phosphationen stört. Diese Wechselwirkungen werden in Wasser untersucht, nehmen 
aber zu, wenn Wasser teilweise durch Ethanol ersetzt wird. Daher wurde z.B. Propanol verwen-
det, um die DNA für die AFM-Bildgebung zu stabilisieren, wenn sie auf der Oberfläche immobili-
siert ist.123,124 Ethanol fixiert und stabilisiert DNA-Origami auf Oberflächen im Allgemeinen51,53, 
auf Glimmer durch Nachbehandlung125 und beeinflusst die Struktur des DNA-Origami nicht126, ob-
wohl es die Kondensation der DNA induziert127. Darüber hinaus löst Ethanol keine Salze und in 
diesem Fall wird erwartet, dass es die DNA durch Aufrechterhaltung der Magnesiumkonzentra-
tion und gleichzeitige Dehydrierung stabilisiert118. Auf dieser Grundlage wurden immobilisierte 
DNA-Origami-Strukturen mit Ethanol statt mit Wasser gespült, und auf diese Proben wurde die 
gleiche Reihe von Manipulationsabständen (44, 77 oder 99 nm) angewendet. 
Kurze und sehr lange Manipulationsabstände von 44 bzw. 99 nm führen bei mit Wasser und Etha-
nol gespülten Proben zum gleichen Verhalten: Fast alle Strukturen sind nach Anwendung kurzer 
Manipulationsabstände noch intakt – sie weisen nur kleine Einkerbungen auf. Die Anwendung 
mittlerer Manipulationsabstände auf wassergespülte Proben führt jedoch zu mehr Brüchen, wo-
bei 90 % aller manipulierten Strukturen gebrochen sind, während nur 40 % der mit Ethanol ge-
spülten DNA-Origami gebrochenen sind. Daher scheint die Ethanol-Spülung die Stabilität 
und/oder Elastizität der DNA-Origamis erheblich zu erhöhen. Die höchste Stabilität zeigen DNA-
Origami mit 10 mM Magnesiumchlorid und anschließender Spülung mit Ethanol. Im Gegensatz zu 
Wasser löst Ethanol kein Magnesium. Das ist der Grund, warum Ethanol sowohl DNA-Origami auf 
Glimmer als auch Magnesium in seiner inneren Struktur fixiert. Daher stabilisiert Magnesium 
DNA-Origami konsequent in Lösung und an der Oberfläche. Diese Ergebnisse werden durch ver-
öffentlichte Experimente unterstützt, die bereits immobilisierte DNA-Origami von Glimmer ent-
fernt haben.70  
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Die Manipulationsergebnisse in Abhängigkeit von der Magnesiumkonzentration zeigen, dass ent-
weder die innere Stabilität von DNA-Origamis reduziert wird und/oder die Oberflächenbindung 
durch die Senkung der Magnesiumkonzentration geschwächt wird. Diese Annahme wird durch 
den zweiten Versuchssatz gestützt. So weisen DNA-Origami mit 10 mM Magnesiumchlorid und 
anschließender Spülung mit Ethanol die höchste intramolekulare Stabilität auf. Die Experimente 
erlauben jedoch keine klare Trennung zwischen den beobachteten Effekten – der Oberflächenan-
haftung und der intramolekularen Stabilität. 
Aufbauend auf den vorherigen Ergebnissen, wurden die DNA-Origami mithilfe von Natriumchlo-
ridzugabe remobilisiert und in einer möglichst dichten Packung auf Glimmer angeordnet, um ein 
geeordenetes plasmonisches Array zu ermöglichen. Bei einer NaCl-Konzentration von 450 mM 
bildet sich eine blumenähnliche Packung ohne Fehlstellen zwischen den einzelnen DNA-Origami 
aus, wobei noch viel überschüssiges Material über der ersten Lage liegt. Bei der Zugabe von 
600 mM NaCl überdeckt weniger überschüssiges Material die erste Lage, jedoch werden in der 
Detailaufnahme Fehlstellen zwischen den DNA-Origami sichtbar Für die Anordnung von DNA-Ori-
gami werden in der Literatur verschiedene NaCl-Konzentrationen verwendet, z.B. 75 mM66, 
200 mM70 und 700 mM62. Ebenso variiert die DNA-Origami-Konzentration und die Inkubations-
zeit.62,66,70 Das Zusammenspiel aller Parameter ist sehr komplex. Die Einflüsse der jeweiligen Pa-
rameter wurden untersucht und dokumentiert. So wird die Monolagenbildung bei NaCl-Konzent-
rationen über 150 mM verzögert.128 Bei NaCl-Konzentrationen von 200 mM oder höher wird Mg2+ 
vollständig durch Na+ ersetzt, so dass der DNA-Origamimonolayer nicht gebildet wird.128 Dies 
wird jedoch nicht durch die Experimente bestätigt, könnte jedoch eine Ursache für die Fehlstellen 
bei 600 mM NaCl darstellen. Ein Grund für die entstandenen Multilayer bei 450 und 600 mM ist 
die eventuell zu hohe DNA-Origami-Konzentration. Es wird empfohlen Konzentrationen unter 
5 nM und längere Inkubationszeiten zu verwenden sowie einen wasserfesten Marker für die Im-
mobilisierung, um einen geringen Probeneinsatz zu ermöglichen.128 Das Waschen der Probe ist 
ein wichtiger Schritt, um überschüssige DNA und Restpuffer zu entfernen. Übermäßiges oder un-
zureichendes Waschen kann jedoch das DNA-Origami durch Kristallisation von Restpuffer auf der 
Oberfläche beim Trocknen bzw. Auswaschen von stabilisierenden Mg2+-Ionen verzerren, beschä-
digen oder sogar desorbieren.128 Durch weitere Parameteroptimierung und Ausstattung der DNA-
Origami mit Molekülüberhängen für die Anbindung von Nanopartikeln können solche Monolagen 
die Grundlage eines plasmonischen Arrays auf Glimmer bilden. So können gezielt elektrische Fel-
der der Nanopartikel miteinander im Mikrometermaßstab gekoppelt und so die Sensoroberfläche 
optimiert werden. 
Noch höhere Felder können durch die Kopplung von formanisotropen Nanopartikeln erreicht 
werden. Hierfür wurde ein Protokoll für die Biofunktionalisierung von Goldnanowürfeln entwi-
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ckelt. Bei der niedrigen Salztoleranz muss berücksichtigt werden, dass die DNA-Beladung auf ebe-
nen Oberflächen durch elektrostatische Abstoßung und sterische Hinderung, induziert durch das 
negative DNA-Rückgrat und die Länge der DNA-Sequenzen, erschwert wird. Durch CTAC stabili-
sierte Partikel haben nur eine dünne Schutzschicht aus CTA+-Molekülen, die sie vor Veränderun-
gen in den Medien, in denen sie suspendiert sind, abschirmen.129  
Um diese funktionalisierten Goldnanowürfel präzise zu positionieren und damit eine gerichtete 
Kopplung für den Einzelmolekülnachweis zu erreichen, wurden die Goldnanowürfel an DNA-Ori-
gami angebunden. Üblicherweise werden Partikel in einem 10-fachen Überschuss pro Bindungs-
stelle zugesetzt130, um die Probe mit genügend Partikeln zu sättigen und potenziell nicht elimi-
nierte modifizierte staple strands zu berücksichtigen, welche die Partikel beschichten können. Die 
Aggregation führte zu einem Mangel an verfügbaren Partikeln, so dass viele DNA-Origami keine 
Partikel aufwiesen, an die sie hybridisieren konnten. Die zuverlässige Hybridisierung eines Gold-
nanowürfels muss noch weiter optimiert werden, bevor der nächste Schritt, die Bildung von Gold-
nanowürfel-Dimerstrukturen, erfolgen kann. Um eine maximale Feldverstärkung zu erreichen, 
müssen die Partikel in einer bestimmten Geometrie und in einem bestimmten Abstand zueinan-
der angeordnet werden. Die Nahfeldverstärkung nimmt im Teilchenzwischenraum um Größen-
ordnungen zu und nimmt mit zunehmendem Teilchenabstand exponentiell ab. Simulationen von 
Agrawal et al. zeigen, dass die höchste Verstärkung bei Teilchenverhältnissen (Teilchendurch-
messer/Zwischenteilchenabstand) zwischen 0,05 und 0,27 erreicht werden kann.29 Folglich kön-
nen die verwendeten Goldnanowürfel mit einer Größe von 49 nm mit einem Teilchenabstand von 
2,5 bis 9,9 nm angeordnet werden, wobei eine Signalverstärkung erzielt wird. Daher eignet sich 
ein biosensorisches Detektionssystem, das auf dieser Architektur des Partikelabstands basiert, 
für die Detektion kleinerer Analyten, die an eine Immobilisierungsstelle im Interpartikelspalt bin-
den können. Diese Größe wird von einer Reihe biologischer Proteine übertroffen, sodass hierfür 
andere Geometrien in Betracht kommen. 
Eine andere Möglichkeit plasmonische Sensoren zu optimieren ist die HCR. Die HCR, als lineare 
Amplifikation, erweist sich auf dem Chip als sehr spezifisch und geeignet, um das Signal zu ver-
stärken und damit geringere Target-Konzentrationen als bisher zu detektieren. Die HCR erhöht 
das Signal und senkt die Detektionsgrenze auf 1 pM. Damit wird das Signal um drei Größenord-
nungen im Vergleich zur Detektion ohne Amplifikation verstärkt. Diese LOD-Werte liegen im Be-
reich für die miRNA-Detektion in Körperflüssigkeiten, wobei die Konzentrationen im Bereich von 
femtomolaren bis nanomolaren Werten erwartet werden.131 Die LOD wurde als niedrigste gemes-
sene Zielkonzentration mit einem Signal, das höher ist als das Signal des Blindwerts, auf den Be-
trag der dreifachen Standardabweichung berechnet. Da das Volumen jeder Analyteninjektion 
50 µL betrug, kann der LSPR-Biosensor etwa 50 Attomol miRNA detektieren. Die Fähigkeit, mit 
solch kleinen Volumina verdünnter miRNA-Lösung zu arbeiten, sollte die Biosensormethode mit 
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den verfügbaren Volumina von Patientenproben aus Flüssigbiopsien und den erforderlichen vor-
läufigen Probenverarbeitungsverfahren konform machen.  
Andere LSPR-basierte Methoden konnten etwas niedrigere LODs als die hier berichtete erreichen, 
jedoch wurden wesentlich kompliziertere Anordnungen und Verfahren verwendet. Ki et al. be-
richten den Nachweis von 2,6 Attomolen in einer Probe von 200 µL unter Verwendung komplexer 
nanostrukturierter LSPR-Chips in Kombination mit enzymatischer Substratfällung. Die Analyse-
zeit der miRNA-Sensorplattform war hierbei zu lang für einen direkten Assay als Point-of-Care-
Diagnostikinstrument in der klinischen Anwendung.132 
Der vorgestellte Ansatz könnte eine ähnliche Sensitivität erreichen und weitere Verbesserungen 
der Testbedingungen würden diese Leistung weiter verbessern. Die von Joshi et al. berichtete 
Strategie zum miRNA-Nachweis ergab eine Nachweisgrenze von etwa 30 fM in komplexen Me-
dien. Die vorgestellte Methode erfordert besondere Gold-Nanostrukturen und eine längere Ana-
lysezeit.133 Darüber hinaus verwenden die Autoren eine lineare capture DNA, ohne die Unterschei-
dung von homologen miRNA-Sequenzen zu testen – ein kritischer Punkt bei der miRNA-Detektion. 
Na et al. stellten einen LSPR-Assay vor, bei dem HCR und DNAzym-Aktivität als Doppelamplifika-
tion verwendet wurden und der eine Nachweisgrenze von etwa 2 pM in Puffer erreicht, was nicht 
weit von den vorgestellten Ergebnissen entfernt ist. Ihr Gesamtprotokoll erforderte eine kom-
plexe Manipulation, den Transfer der Proben und eine zeitaufwendige Inkubationen.134 Demzu-
folge ist der vorgestellte Biosensor praktikabel, einfach, skalierbar, leistungsstark und für den 
Point-of-Care-Nachweis von miRNA in der Zukunft einsatzfähig. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 
Das Ziel der vorgelegten Arbeit war die Kombination der LSPR-basierten Biosensorik mit DNA-
Überstrukturen, um die typischen geringen Empfindlichkeiten dieser Sensoren zu verbessern.  
Dafür wurde das Potential einer DNA-Origami-basierten Sensorplattform demonstriert. Es wurde 
gezeigt, dass hohe Mg2+-Konzentrationen keineswegs eine Voraussetzung für die Aufrechterhal-
tung der DNA-Origami-Stabilität sind. Im Gegenteil, die strukturelle Integrität eines DNA-Origami 
kann selbst bei sehr niedrigen Mg2+-Konzentrationen erhalten bleiben. Dies qualifiziert DNA-Ori-
gami für ein breites Spektrum von biophysikalischen und biomedizinischen Anwendungen, die 
mit hohen Mg2+-Konzentrationen nicht kompatibel sind. Für die Immobilisierung der DNA-Ori-
gami auf Glimmer bleibt Magnesium jedoch essentiell und sollte die Konzentration von 10 mM 
nicht überschreiten. Die darauffolgenden Stabilitätsuntersuchungen auf Glimmer in Abhängigkeit 
von der Magnesiumkonzentration zeigten, dass entweder die innere Stabilität von DNA-Origamis 
reduziert wird und/oder die Oberflächenbindung durch die Senkung der Magnesiumkonzentra-
tion geschwächt wird. So weisen DNA-Origami mit 10 mM Magnesiumchlorid und anschließender 
Spülung mit Ethanol die höchste intramolekulare Stabilität auf. Die Experimente erlauben jedoch 
keine klare Trennung zwischen den beobachteten Effekten – der Oberflächenanhaftung und der 
intramolekularen Stabilität. Die erzielten Ergebnisse wurden genutzt, um DNA-Origami gerichtet 
als Array anzuordnen. Durch weitere Parameteroptimierung und Ausstattung der DNA-Origami 
mit Molekülüberhängen für die Anbindung von Nanopartikeln können solche Monolagen die 
Grundlage eines plasmonischen Arrays auf Glimmer bilden, um gezielt elektrische Felder der Na-
nopartikel miteinander im Mikrometermaßstab zu koppeln. Damit wäre die Anordnung der 
Transducer auf der Glasoberfläche nicht mehr zufällig und es könnten höhere Sensitivitäten des 
Systems erreicht werden. 
DNA-Origami-Goldnanowürfel-Dimere als Nanosensoren stellen einen Ansatz für die hochsensi-
tive Einzelmoleküldetektion dar. Es wurde ein Protokoll entwickelt, welches die Biofunktionali-
sierung der CTAC-umhüllten Goldnanowürfel ermöglicht. Sobald die Salzstabilität der Goldnano-
würfel verbessert wird und die Hybridierungseffizienzen hoch genug sind, können die DNA-Ori-
gami- und Nanopartikelstrukturen durch Agarose-Elektrophorese aufgereinigt werden. Dies 
würde eine Unterscheidung zwischen Strukturen mit einem DNA-Origami und solchen mit mehr 
als einem DNA-Origami ermöglichen. Die Strukturen können dann durch Ausschneiden der ent-
sprechenden Bande aus dem Gel und Durchführung einer Gelextraktionsmethode gewonnen wer-
den. Die gereinigten DNA-Origami-Goldnanowürfel-Hybride können dann einer weiteren Hybri-
disierungsreaktion unterzogen werden, um einen weiteren Goldnanowürfel an das DNA-Origami 
zu hybridisieren. Somit kann schließlich ein Dimer umgesetzt und auf sein Potential als Nano-
sensor untersucht werden. 
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Ein weiterer Ansatz zur Erhöhung des Sensorsignals ist eine Kombination von HCR und LSPR. Das 
Potential wurde anhand des Nachweises einer für asymptotischen Lungenkrebs-spezifischen 
MicroRNA (miR-17) evaluiert. Die lineare Amplifikation wurde eingesetzt, um die geringe Sensiti-
vität von markierungsfreien, LSPR-basierten Biosensoren zu erhöhen und sehr geringe Target-
konzentrationen spezifisch zu detektieren. Der Vorteil der vorgeschlagenen Strategie liegt in der 
Einfachheit der Komponenten, welche leicht herzustellen und auf der Biosensor-Plattform zu im-
plementieren sind. Dabei wurde ein Detektionslimit von 1 pM erreicht und liegt damit im für 
miRNA-typischen Detektionsbereich für Körperflüssigkeiten. Da das Volumen jeder Analytenin-
jektion 50 µL betrug, kann der LSPR-Biosensor etwa 50 Attomol miRNA detektieren. Die Fähig-
keit, mit solch kleinen Volumina verdünnter miRNA-Lösung zu arbeiten, sollte die Biosensorme-
thode mit den verfügbaren Volumina von Patientenproben aus Flüssigbiopsien und den erforder-
lichen vorläufigen Probenverarbeitungsverfahren konform machen. Der vorgestellte Biosensor 
ist praktikabel, einfach, skalierbar, leistungsstark und für den Point-of-Care-Nachweis von miRNA 
in der Zukunft einsatzfähig. 
Die vorgelegte Arbeit konnte somit das Potential der DNA-Nanotechnologie für die LSPR-basierte 
Biosensorik auf verschiedenen Wegen demonstrieren. 
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6 Summary and Outlook 
The presented work aimed to combine LSPR-based biosensor technology with DNA superstruc-
tures to improve the typical low sensitivities of these sensors.  
Therefore the potential of a DNA-origami-based sensor platform was demonstrated. It was shown 
that high Mg2+ concentrations are by no means a prerequisite for maintaining DNA-origami sta-
bility. On the contrary, the structural integrity of a DNA-origami can be maintained even at very 
low Mg2+ concentrations. This qualifies DNA-origami for a wide range of biophysical and biomed-
ical applications that are not compatible with high Mg2+ concentrations. However, magnesium re-
mains essential for the immobilization of the DNA-origami on mica and should not exceed the 
concentration of 10 mM. Subsequent stability studies on mica depending on the magnesium con-
centration showed that either the internal stability of DNA-origami is reduced and/or the surface 
binding is weakened by the reduction of the magnesium concentration. Thus, DNA-origami with 
10 mM magnesium chloride and subsequent rinsing with ethanol show the highest intramolecular 
stability. However, the experiments do not allow a clear separation between the observed effects 
– surface adhesion and intramolecular stability. The results obtained were used to arrange DNA-
origami directed as an array. By further parameter optimization and equipping DNA-origami with 
capture strands for the binding of nanoparticles, such monolayers can form the basis of a plas-
monic array on mica to specifically couple electrical fields of the nanoparticles on micrometer 
scale. Thus, the arrangement of the transducers on the glass surface would no longer be random 
and higher sensitivities of the system can be achieved. 
DNA-origami-gold-nanocube-dimers as nanosensors represent an approach for highly sensitive 
single-molecule detection. A protocol was developed which enabled the biofunctionalization of 
CTAC-capped gold nanocubes. Once the salt stability of the gold nanocubes is improved and the 
hybridization efficiencies are high enough, the DNA-origami-nanoparticle-structures can be puri-
fied by agarose gel electrophoresis. This would allow a distinction between structures with one 
DNA-origami and those with more than one DNA-origami. The structures can then be obtained by 
cutting out the corresponding bands from the gel and performing a gel extraction method. The 
purified DNA-origami-gold-nanocube-hybrids can then be subjected to a further hybridization re-
action to hybridize another gold nanocube to the DNA-origami. Finally, a dimer can be realised 
and examined for its potential as a nanosensor. 
Another approach to increase the sensor signal was the combination of HCR and LSPR. The poten-
tial was evaluated by the detection of a microRNA (miR-17) specific for asymptotic lung cancer. 
Linear amplification was used to increase the low sensitivity of label-free, LSPR-based biosensors 
and to specifically detect very low target concentrations. The strength of the proposed strategy 
lies in the simplicity of the components, which are easy to manufacture and implement on the 
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biosensor platform. A detection limit of 1 pM has been achieved, which is within the detection 
range for body fluids typical for miRNA. Since the volume of each analyte injection was 50 µL, the 
LSPR biosensor can detect about 50 attomole miRNA. The ability to work with such small volumes 
of diluted miRNA solution should make the biosensor method compatible with the available vol-
umes of patient samples from liquid biopsies and the required preliminary sample processing 
procedures. The biosensor presented is practical, simple, scalable, powerful, and suitable for the 
point-of-care detection of miRNA in the future. 
The work presented was thus able to demonstrate the potential of DNA nanotechnology for LSPR-
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